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Pseudococcomyxa属単細胞性緑藻のスフェロプラスト化と 
エレクトロポレーション法による遺伝子導入法 
 
Spheroplast preparation and genetic transformation by electroporation in a green 
algae belonging to the genus Pseudococcomyxa. 
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Pseudococcomyxa sp.は窒素栄養欠乏条件で油脂を蓄積する単細胞性緑藻であり、この油脂をバイオ燃料に変換
しようという研究が進んでいる。しかし、現状でのバイオ燃料の生産コストは高く、低コスト化が実用化への課
題である。Pseudococcomyxa sp.をより燃料生産に適した株へと育種することは、コスト削減に有効であり、現在、
油脂生産に優れた突然変異株の分離、解析が試みられている。さらに複数の有用突然変異を一つの株に集約して
いく過程で、遺伝子組換え技術が必要とされる。しかし、Pseudococcomyxa sp.は厚く硬い細胞壁をもつために形
質転換効率が悪く、これが研究の進展を妨げている。現在、Pseudococcomyxa sp.では、パーティクル・ガンを用
いた遺伝子導入法が確立されている。パーティクル・ガンを用いた遺伝子導入は、操作が煩雑であり手間とコス
トがかかる、といった問題を抱えている。細胞の形質転換法としては、パーティクル・ガンを用いた方法の他に、
パルス電流を用いて DNA を細胞内に導入するエレクトロポレーション法が知られている。エレクトロポレーシ
ョン法では、植物細胞のスフェロプラスト化が前提となる。このような理由から、当研究室では、Pseudococcomyxa 
sp.のスフェロプラスト化に長年取り組んでいる。 
本研究は、Pseudococcomyxa sp.におけるスフェロプラスト化処理方法の最適化及び、エレクトロポレーション
を用いた遺伝子導入法を確立することを目的とした。 
先行研究において、Pseudococcomyxa ellipsoidea Obi株の細胞壁をドリセラーゼという細胞壁溶解酵素で溶解す
ることにより、約 10％の細胞をスフェロプラスト化するのに成功した［牧野, 2012］。ドリセラーゼは、担子菌 
Basidiomycetes sp.由来の複合酵素であり、セルラーゼ、ラミナリナーゼ、キシラーゼなどの細胞壁溶解酵素を高濃
度で含んでいる。2012年度に私が実施した卒業研究の結果から、「P. ellipsoidea Obi株細胞は、細胞周期のごく限
られた時期にのみ、ドリセラーゼに感受性となるのではないか」という仮説が立てられた［多々良, 2013］。本研
究では、それを検証するために 12時間の明暗サイクルをつけた同調培養を試みた。明暗周期の6周目の細胞につ
いて、明期移行後、0.5時間から 12時間の細胞を3時間ごとにサンプリングし、スフェロプラスト化処理を施し
たところ、0.5時間から6時間の間でスフェロプラスト化率が最大となった。 
上記の研究と並行し、スフェロプラスト化に有効なドリセラーゼ以外の酵素のスクリーニングをした。 
P. ellipsoidea Obi 株と同じトレボキシア藻綱に属する Chlorella vulgaris の細胞壁を溶解すると報告があった酵素
［Gerken et al., 2012］の中から複数の酵素を用いたところ、β-グルクロニダーゼ、キタラーゼ、アクロモペプチダ
ーゼ、ウスキザイム、セルラーゼ“オノズカ”RSにおいてスフェロプラスト化が可能であることを見出した。次に、
P. ellipsoidea Obi株細胞のスフェロプラスト化に有効であった酵素を複数組み合わせることで、スフェロプラスト
化率が向上するのではないかと仮定し、これを検証した。P. ellipsoidea Obi株細胞のスフェロプラスト化が可能な
酵素のうち、ドリセラーゼ、β-グルクロニダーゼ、キタラーゼ、アクロモペプチダーゼを複合させ、スフェロプ
ラスト化処理を施した。結果として、アクロモペプチダーゼと他の酵素を組み合わせた時のみ、それぞれを単体
で使用した時よりも、スフェロプラスト化率が高くなった。 
一方、2012年に京都大学で分離されたPseudococcomyxa sp. KJ株は、P. ellipsoidea Obi株に近縁（ゲノム配列が
エキソン部分で 98%以上相同）でありながら、油脂生産性は Obi 株よりも 30%以上高かった。そこで、
Pseudococcomyxa sp. KJ株についてもスフェロプラスト化の検討を行い、P. ellipsoidea Obi株と同様の結果を得た。 
次に、エレクトロポレーションによる遺伝子導入を検討した。スフェロプラスト化処理なし（細胞壁を残した
まま）の、あるいはスフェロプラスト化処理ありにPseudococcomyxa sp. KJ株細胞に対して、エレクトロポレー
ションを用いて G418 耐性遺伝子（nptII）を導入することを試みた。その際、遺伝子導入に最適な条件を調べる
ため、「DNA量」と「電圧」を変えた実験を行った。結果として、高電圧（7500-12500 V/cm）をかけることで、
スフェロプラスト化処理なしのPseudococcomyxa sp. KJ株細胞にG418耐性遺伝子（nptII）を導入することに成功
した。しかし、スフェロプラスト化処理を行ったPseudococcomyxa sp. KJ株細胞では、形質転換体を得ることは
できなかった。C. vulgaris では、スフェロプラスト化処理なしに、エレクトロポレーション法によって形質転換
に成功した例が報告されている［Chow et al.,1999］。C. vulgaris、Chlamydomonas reinhardtii等、いくつかの緑藻で
用いられているエレクトロポレーション法による遺伝子導入の最適な電圧の条件は、2,000（V/cm）付近である
［Chow et al.,1999; Shimogawara et al.,1999］。これに対し、Pseudococcomyxa sp. KJ株の遺伝子導入には、5倍程度
の強さの電圧を与える必要があった。Pseudococcomyxa sp. KJ株における、エレクトロポレーションを用いた遺伝
子導入による形質転換効率は、最も効率の良い条件で、細胞当たりの形質転換効率は、6.6×10-6 transformants / cell、
DNA当たりの形質転換効率は、58 transformants / μg DNAであり、従来用いられてきたパーティクル・ガン法に
よる形質転換効率の 30倍以上であった。 
以上より、Pseudococcomyxa sp.のスフェロプラスト化については、光周期を利用した同調培養方法及び、細胞
壁溶解酵素のスクリーニングにより得られた新しい酵素によってスフェロプラスト化率を向上させることができ
た。また、本研究により、エレクトロポレーション法により、スフェロプラスト化処理なしにPseudococcomyxa sp. 
KJ株細胞に、G418耐性遺伝子（nptII）を導入することに成功した。 
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